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— (54) Title: METHODS FOR DETECTING NUCLEIC ACIDS WHILE USING SOLID PHASE BOUND PRIMERS AND CLEAV- 

— ING THE PRODUCTS OF A CYCLIC AMPLIFICATION REACTION (TRAP RELEASE PRIMER AMPLIFICATION (TRAMP)) 

H (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DETEKTION VON NU KLEINS AUREN UNTER VERWENDUNG FESTPHASENGE- 
== BUNDENER PRIMER UND ABSPALTUNG DER PRODUKTE EINER ZYKLISCHEN AMPLIFIKATIONSREAKTION (TRAP 
= RELEASE PRIMER AMPLIFICATION (TRAmp)) 

(57) Abstract: The invention relates to methods for detecting nucleic acids with the aid of an amplification reaction whereby in- 
^1 volving a novel structure of solid phase bound starter molecules (primers) with a cyclic amplification reaction on the solid phase and 
^ a transformation of the amplification products into the aqueous phase. The solid phase bound primers, by binding to their specific 

target sequence, undergo a conformation change that generates a cleaving site. Newly synthesized reaction products can be cleaved 
25 and transformed into the aqueous phase via this cleaving site. In the following reaction cycle, these reaction products are provided 
^ as additional matrices (templates) whereby enabling an exponential product multiplication. 
I> 

^ (57) Zusa mmenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Detektion von Nukleinsauren mit Hilfe einer Amplifikati- 

onsreaktion, wobei eine neuartige Struktur festphasengebundener Startermolekulen (Primern) mit zyklischer Amplifikationsreaktion 
2 der Festphase und Uberfuhrung der Amkplifikationsprodukte in die wassrige Phase zum Einsatz kommen. Dabei erfahren die 

festphasengebundenen Primer durch die Bindung an ihre spezifische Zielsequenz eine Konformationsanderung, die eine Spaltstelle 
Q generiert. Uber diese Spaltstelle k6nnen neu synthetisierte Reaktionsprodukte abgespalten und in die wassrige Phase uberfuhrt wer- 

den. Im folgenden Reaktionszyklus stehen diese als zusatzliche Matrizen (Templates) zur Verfugung, wodurch eine exponentielle 

Produktvermehrung moglich wird. 
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Verfahren zur Detektion von Nukleinsauren unter Verwendung festphasengebundener 
Primer und Abspaltung der Produkte einer zyklischen Amplifikationsreaktion (Trap 
Release Primer Amplification (TRAmp)) 



Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Detektion von Nukleinsauren mit Hilfe einer 
Amplifikationsreaktion, wobei eine neuartige Kombination von festphasengebundenen 
Startermolekiilen (Primern) mit zyklischer Amplifikationsreaktion an der Festphase und 
Crberfuhrung der Amplifikationsprodukte in die wassrige Phase zum Einsatz kommen. Durch 
die Kopplung der Primer an einer Festphase werden entscheidende Nachteile der klassischen 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), wie die Primer-Dimer-Bildung und die Entstehung falsch 
positiver Ergebnisse durch Produkt-Produkt-Interaktionen entscheidend reduziert Um eine 
exponentielle Produktvermehrung zu erreichen, mussen jedoch die in jedem Zyklus neu 
synthetisierten PCR-Produkte von der Festphase freigesetzt werden. Dies wird durch eine 
Konformationsandening innerhalb der Primer erreicht, die von der Bindung an die zu 
erkennende Zielsequenz ausgelost wird und die selektive Abspaltung zum Beispiel durch ein 
Restriktionsenzym erlaubt. 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt ein Verfahren zur exponentiellen Vermehrung von 
spezifischen DNA- Abschnitten dar. Der allgemein dabei angewandte Reaktionsablauf ist sehr 
einfech, da alle Reagentien und Startermolekule im Reaktionsgemisch vorliegen und die fur den 
zyklischen Reaktionsablauf erforderlichen Absoluttemperaturen und Temperaturwechsel 
tolerieren. Auf diese Weise kann durch die sich vielfach, in der Regel 25 - 50fach 
wiederholende Abfolge von drei Schritten, der Denaturierung doppelstrangiger DNA-Molekule 
zu Einzelstrangen, Bindung der passenden Einzelstrange an die komplementaren 
Startermolekule (Annealingphase) und der enzymatischen Verlangerung der Startermolekule 
(Primer) entlang der gebundenen komplementaren Zielsequenz (Elongation) eine 
Verfielfachung der Zielsequenz erreicht werden, woraus eine hohe Sensitivitat resultiert. Unter 
optimalen Bedingungen werden die Molekule der Zielsequenz in jedem dieser Zyklen 
verdoppelt Diese theoretische Effizienz wird jedoch in der Praxis hochstens wahrend der 
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ersten Reaktionszyklen erreicht (exponentieUe Phase der PCR). In spateren Zyklen treten 
zunehmend sich negativ auswiikende Effekte auf, die die Effizienz der PCR-Amplifikation 
reduzieren und zu einer asymptotischen Annahening der Zahl der Zielsequenzmolekule an 
einen ieaktionsspezifischen Grenzwert fuhren, fiber den hinaus keine weitere Vermehrung mehr 



Ressourcen (Enzymaktivitat, Primer, Nukleotidtriphosphate), zum groBeren Teil jedoch an 
zunehmend auftretenden Wechselwirkungen zwischen den im Reaktionsansatz befindlichen 
Nukleinsauren. Von Bedeutung sind hier beispielsweise unspezifische Primerbindungen, die zu 
einer linearen 'Tfintergnmdamplifikation", oder sogar zu falsch positiven Ergebnissen fuhren 
konnen, wenn ein zweiter Primer am Gegenstrang benachbait bindet. Diese Effekte spielen 
besonders bei sogenannten multiplex-PCR-Reaktionen eine Rolle, bei denen eine groBere Zahl 
von Primem zur Erfassung mehrerer Zielsequenzen in einem einzigen Reaktionsansatz 
eingesetzt wird. Ein weiteres Problem, das ebenfalls bei der multiplex-PCR an Bedeutung 
gewinnt ist die Bildung von Primer-Dimeren. Hieibei interagieren die eingesetzten 
Starteimolekule (Primer) miteinander, so daB es zu einer DNA-Kettenverlangerung entlang der 
zweiten Primersequenz kommt. Solche Primer-Dimere werden aufgrund ihrer geringen GroBe 
sehr effizient amplifiziert, so daB die in der PCR eingesetzten Ressourcen bereits vor einer 
erkennbaren Amplifikation der Zielsequenz aufgebraucht sein konnen 

Nach Ablauf vieler PCR-Zyklen konnen zunehmend kompetitive Effekte zwischen den beiden 
Strangen des PCR-Produkts und den Primem die Amplifikationseffizienz beeintrachtigen. Die 
Amplifikation der Zielsequenz wird hierbei durch die vollstandige oder partielle Paarung der 
beiden DNA-Strange der Zielsequenz noch vor oder wahrend der Kettenverlangerung 
beeintrachtigt. Neben der Beeintrachtigung der Amplifikationseffizienz kann die 
Wechselwirkung zwischen bereits in der PCR neu synthetisierten DNA-Molekulen zur Bildung 
imspezifischer Produkte, bzw. zu falsch posititiven Ergebnissen fuhren. Dies ist dann der Fall, 
wenn die 3*-Enden dieser DNA-Einzelstrange miteinander wechselwirken konnen. Auch hier 
ist die Gefahr bei multiplex-Reaktionen groBer, da mit jeder zu amplifizierenden Zielsequenz 
die Gefahr steigt, daB DNA-Strange mit zueinander homologen 3 C -Enden entstehen, die dann 
nach Paarung aneinander und Vervollstandigung zu DNA-Doppelstrangen durch die 
eingesetzte DNA-Polymerase in den folgenden Zyklen exponential amplifiziert werden 
konnen, was schlieBlich zur Entstehung falsch positiver bzw. artefizieller Produkte fiihrt. 
Obwohl mehrere der beschriebenen, die PCR-Amplifikation beeintrachtigenden Mechanismen, 
sich bei multiplex-Reaktionen gravierender auswirken, werden mvdtiplex-Reaktionen 



erfolgt. Die Ursache hierfur liegt zum einen im zunehmenden Verbrauch der eingesetzten 
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zunehmend eingesetzt, da sie es erlauben mit einer einzigen Reaktion gleich mehrere 
Zielsequenzen zu erfassen. Da sich die Zahl der bekannten Nukleinsauresequenzen rasant 
vergroBert, ist zu erwarten, daB diese Tendenz anhalt. 

Als Alternative fur die parallele Erfassung vieler Nukleinsaure-Zielsequenzen konnen auch 
sogenannte "Gene-chips" eingesetzt. Diese besitzen jedoch gegenuber der PCR eine viel 
geringere Sensitivitat, da sie die Nukleinsauren fiber spezifische Hybridisierungsreaktionen 
detektieren und es nicht zu einer enzymatischen Vermehrung der Zielsequenzen kommt. 

Die der voriiegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht somit darin, die Zahl der in 
einer PCR-Reaktion parallel erfaBbaren Zielsequenzen zu erhohen, in dem die oben 
beschriebenen bei multiplex-Reaktionen zunehmend auftretenden Storfaktoren, wie die Primer- 
Dimer-Bildung und die Generierung falsch positiver Resultate als Folge unspezifischer 
Produkt-Produkt-Wechselwirkungen uber komplementare 3'-Enden weitgehend ausgeschaltet 
werden, aber gleichzeitig eine exponentielle Amplifikation der Zielsequenzen erfolgen kann. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Amplifikation von 
Nukleinsauren umfassend die Schritte: 

i) Beieitstellen von zu amplifizierenden Nukleinsauren, 

ii) Durchfuhrung der Amplifikationsreaktion unter Verwendung von 
mindestens 2 Primern, von denen mindestens einer an eine Festphase gekoppelt ist, 

iii) Oberfuhrung der Reaktionsprodukte in die wassrige Phase, 

iv) Detektieren der in ii) gebildeten Amplifikationsprodukte uber fluoreszenzoptische, 
radioaktive, chemische, chromatographische oder jegliche andere Verfahren zur Detektion von 
Nukleinsauren, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

a) mindestens einer der fur die Amplifikationsreaktion eingesetzten Primer in 

5 4 -3 4 -Richtung folgende Elemente umfasst: Festphasenkopplungsstelle, 
einen ersten fur die Zielsequenz spezifischen Abschnitt, eine 
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doppelstrangspezifische Schnittstelle, eine fakultativ vorhandene Sequenz, 
die der Produktdetektion, Re-Amplifikation in einer nachgeschalteten 
konventionellen PCR-Reaktion (nested-PCR), als Primerbindungsstelle fur 
eine Sequenzreaktion oder weiteren Funktionen dienen kann, fakultative 
weitere Sequenzabschnitte, die der Stabilisierung der 
doppelstrangspezifischen Schnittstelle dienen und eine zweite fur die zu 
amplifizierende Nukleinsaure spezifische Sequenz, 
b) daB neu synthetisierte DNA-Molekule noch wahrend der Neusynthese oder 

nach den PCR-Amplifikationszyklen durch Abspaltung mit einem 
Restriktionsenzym in die wassrige Phase uberfuhrt warden. 

Die Kopplung von PCR-Primern an eine Festphase kann zwar die Bildung von Primer-Dimeren 
verhindem, gleichzeitig ist jedoch eine exponentielle Produktvermehrung nicht mehr moglich, 
da nur die in der wassrigen Phase vor Start der Reaktion bereits vorliegenden Molekule der 
Zielsequenz an die festphasengebundenen Primer hybridisieren und durch Verlangerung der 
Primer eine DNA-Neusynthese initiieren konnen. Da die neu synthetisierte DNA, die durch die 
Verlangerung der festphasengebundenen Primer entstanden ist, an der Festphase gebunden 
bleibt, kann sie nur auBerst begrenzt in unmittelbarer Nachbarschaft an komplementare 
Primersequenzen binden und steht deshalb fast vollstandig nicht als Matrize fur eine weitere 
DNA-Synthese zur Verfugung. D.h. der Pool der eine DNA-Neusynthese eimoglichenden 
Matrizenstrange der Zielsequenz erweitert sich nicht wesentlich wahrend der Reaktionszyklen, 
woraus nur eine lineare Amplifikationskinetik resultiert (Adessi et al. (2000), Nucleic Acids 
Research 28.20. e87). 

Eine essentielle Voraussetzung fur eine exponentieDe Amplifikation der Zielsequenzen ist die 
ttberftihrung der in der PCR synthetisierten DNA-Molekiile in den Pool potentieller DNA- 
Matrizenstrange, die bei Bindung komplementarer Primer wiederum eine DNA Neusynthese 
erlauben. Hierfur ist es erforderlich, daB beide DNA-Strange der Zielsequenz nach jedem PCR- 
Zyklus fiei mit komplementaren Primem hybridisieren konnen. Dies kann erreicht werden, 
wenn die neu synthetisierte DNA in die wassrige Phase uberfuhrt wird, ohne die Bindung der 
einzelstrangigen Primer von der Festphase zu beeintrachtigen. Hierfur konnen 
Restriktionsenzyme verwendet werden, da diese selektiv doppelestrangige DNA an definierten 
Erkennungssequenzen schneiden. Wild die doppelstrangige DNA von der Festphase 
abgespalten, so konnen nach dem PCR-Denaturierungsschritt beide Strange mit den 
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komplementaren Primem hybridisieren. Der Pool potentieller DNA-Matrizenstrange kann sich 
bei jedem Zyklus verdoppeln; eine exponentielle Amplifikation der Zielsequenz ist moglich. 
Eine entscheidende Voraussetzung hierfur ist jedoch, daB die Erkennungssequenz fur 
Restriktionsenzyme durch den Schnitt nicht zerstort wird. D.h. die verwendeten Enzyme 
mussen am 5'-Ende der Erkennungssequenz oder noch weiter 5 '-warts davor schneiden. Nur 
so bleibt die Erkennungssequenz erhalten und kann auch in folgenden Zyklen wieder eine 
Abspaltung doppelstrangiger DNA-Molekule von der Festphase vermitteln. Eine SchnittsteUe 
weiter 5 '-warts als direkt am 5'-Ende der Erkennvmgssequenz ist gunstiger, da 
Restriktionsenzyme weniger effizient schneiden, wenn sich ihre Erkennungssequenz direkt am 
Ende eines doppelstrangigen DNA-Molekuls befindet und nicht noch einige weitere 
endstandige Basenpaarungen vorliegen. 

Die Durchfuhrung der TR-PCR kann analog der konventionellen PCR erfolgen, wenn das 
verwendete Restriktionsenzym die in der PCR eingesetzten Temperaturen und 
Pufferbedingungen toleriert Die Festphasenkopplung der PCR-Primer kann direkt oder 
indirekt an das ReaktionsgefaB selbst erfolgen einschlieBlich von KunststoffgefaBen und 
Glaskapillaren oder die Primer werden an einen Trager gekoppelt, der dann in das 
ReaktionsgefaB eingebracht wird. Die entscheidenden Schritte des Reaktionsablaufs werden in 
Abbildung 1 schematisch dargestellt: 

In Abschnitt "A" der Abbildung 1 sind die verschiedenen Domanen der PCR-Primer 
dargestellt. Am 5'-Ende befindet sich eine Struktur (als Kreis dargestellt), die die Bindung des 
Oligonukleotids an die Festphase vermittelt Daran schlieBt sich in 3*-Richtung eine erste zur 
Zielsequenz komplementare Domane (ZS1) an. Diese wird in ihrer Lange und Sequenz auf die 
in der PCR-Reaktion verwendete "annealing" Temperatur abgestimmt. Bei dieser Temperatur 
soli die spezifische Bindung zwischen dem Primer und der zu ampUfizierenden Nukleinsaure- 
Zielsequenz erfolgen. Eine analoge zur Zielsequenz bindende Domane befindet sich am 
aufiersten 3'-Ende der Primer (ZS2). Diese beiden an die Zielsequenz bindenden 
Primerdomanen werden durch eingefugte Nukleotide getrennt, die bei Bindung des Primers an 
die Zielsequenz durch Konformationsanderung eine doppelstrangige Restriktionsschnittstelle 
generieren Von 5*- in 3*-Richtung umfaBt dieser Bereich die folgenden funktionellen 
Abschnitte: FlexibiUsierungsdomane 1 (Fl, bier beispielsweise mit 3 *T"-Nukleotiden 
dargestellt), Stabilisierungsbereich la (Sla, kursive Nukleoudbezeichnungen), 
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Schnittstellensequenz 1 (RSI, unterstrichene Nukelotidbezeichnungen), Stabilisierungsbereich 
lb (Sib), Abstandshalter AZ (dieser zentrale Abstandshalter besteht optimalerweise aus 4 "T"- 
Nukleotiden, da diese eine vollstandige Richtungsanderung innerhalb der dreidimensionalen 
Molekulstruktur vermitteln und so die Ausbildung einer Haarnadelstruktur erleichtem), 
Stabihsierungsdomane 2b (S2b), Schnittstellensequenz 2 (RS2), Stabilisierungsdomane 2a 
(S2a), Flexibilisierungsdomane 2 (F2). Die Stabilisierungs- und Schnittstellendomanen 1 sind 
zu den analogen Domanen Nummer 2 in ihrer Nukleotidsequenz revers komplementar. 
Hierdurch kann sich bei Unterschreitung einer bestimmten Grenztemperatur eine 
Haarnadelstruktur innerhalb des Primers ausbilden. Neben der Schnittstellensequenz bestimmen 
Lange und Sequenz der Stabilisierungsdomanen diese Grenztemperatur. Sie wird so gewahlt, 
daB sie unteihalb aller wahrend des Ablaufs der PCR-Reaktion eingestellten Temperaturen 
liegt. Hierdurch wird gewahrleistet, daB die festphasengebundenen Primer wahrend der PCR- 
Reaktion in linearer Stxuktur vorliegen und keine Haamadelstrukturen ausbilden, solange die 
Primer nicht an die Zielsequenz mit ihren beiden endstandigen spezifischen Domanen binden. 
AuBer den beiden an die Zielsequenz bindenden Domanen (ZS1 und ZS2) und den 
Schnittstellensequenzen (RSI und RS2) dienen alle anderen Primerabschnitte nur als 
Hilfsmittel zur Erzielung einer bestimmten Struktur in Abhangigkeit von der Bindung an die 
Zielsequenz und mussen somit nicht immer vorhanden sein. 

Teil TB M der Abbildung stellt die Strukuren dar, wie sie nach Bindung eines Primers an seine 

Zielsequenz entstehen (" " soU ™ Beispiel gewahlte negative Polaritat symbolisieren). 

Durch Bindung der beiden spezifischen Primerdomanen an die Zielsequenz werden diese 
beiden Primerabschnitte in unmittelbare Nachbarschaft gebracht. Hierdurch wird die potentielle 
Haarnadelstruktur, die der Primeibereich zwischen den beiden endstandigen zur Zielsequenz 
spezifischen Domanen ausbilden kann, stabilisiert. Dies hat zur Folge, daB die 
Haarnadelstruktur nach Bindung des Primers an seine Zielsequenz auch bei hoheren 
Temperaturen ausgebildet werden kann, als dies im einzelstrangigen Primermolekul der Fall ist 
Durch entsprechende Sequenzauswahl der als ^Stabilisierungsdomanen" bezeichneten 
Primerabschnitte und anderer sich auf die Schmelztemperatur der Haarnadelstruktur 
auswirkender Parameter, wie z.B. des Abstands zwischen den beiden Primerbindungsdomanen 
auf der Zielsequenz, wird die Grenztemperatur zwischen linearer Primerstruktur im nativen 
Zustand und Ausbildung einer Haarnadelstruktur nach Bindung des Primers an seine 
Zielsequenz so eingestellt, daB sie wahrend des niedrigsten Temperaturniveaus der PCR- 
Reaktion geringfugig uberschritten wird. D.h. nur Primer, die an ihre Zieslequenz gebunden 
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sind, bilden wahrend der PCR-Reaktion eine Haamadelstruktur aus; einzelstrangige 
Primermolekule bleiben dagegen wahrend der gesamten PCR-Reaktion linear. 
Der in der Zielsequenz als "BBB" dargestellte Abscbnitt muB die Distanz zwischen den beiden 
Strangen der Haamadelstruktur uberbriicken, entsprechend dem Abstand, der zur Ausbildung 
der Wasserstoffbruckenbindungen zwischen den an der Haamadelstruktur beteiligten 
Nukleotiden benotigt wird. Hier sollten in der Zielsequenz keine Nukleotide vorliegen, die mit 
den "Hexibinsierungsdomanen" der Primer (Fl, F2) wechselwirken konnen. Da fur die 
"Flexibilisierungsdomanen" in diesem Beispiel 'T'-Nukleotide gewahlt wurden, sollten in dem 
Abstandshalter (BBB) der Zielsequenz keine "A"-Nukleotide vorkommen. Durch Ausbildung 
der Haamadelstruktur lagern sich die beiden zueinander revers komplementaren 
Schnittstellendomanen des PCR-Primers zum DNA-Doppelstrang aneinander, so daB das 
entsprechende Restriktionsenzym schneiden kann (Schnittstellen sind durch schwarze Pfeile 
markiert). Wird ein hitzestabiles Restriktionsenzym verwendet, das auch unter den PCR- 
Puffer- und Temperatuibedingungen eine ausreichende Aktivitat besitzt, so kann dieses dem 
PCR-Reaktionsgemisch einfach zugesetzt werden. In der Abbildung ist die Sequenz des 
hitzestabilen Restriktionsenzyms Tlil dargestellt Die festphasengebundenen Primer werden in 
ihier linearer einzelstrangigen Struktur, die vorliegt solange keine Bindung an die Zielsequenz 
erfolgt ist, nicht geschnitten. Ist jedoch eine Bindung des Primers an seine Zielsequenz erfolgt, 
so bildet sich fiber die Entstehung einer "Haamadelkonformation" die doppelstrangige 
Erkennungsdomane fur das entsprechende Restriktionsenzym aus. Der Primer wird in seinem 
zentralen Abschnitt von dem Restriktionsenzym gespalten, wahrend die Strangverlangerung am 
3'-Ende des Primers endang der Zielsequenz erfolgt. Hierdurch wird der neu synthetisierte 
DNA-Strang zusammen mit dem 3*-Bereich des PCR-Primers von der 
Festphasenkopplungsstelle abgespalten. In der folgenden Denaturierungsphase der PCR, in der 
die Wasserstoffbruckenbindungen der DNA-Doppelstrange in hoher Temperatur getrennt 
werden, werden alle neu synthetisierten DNA-Einzelstrange freigesetzt und konnen im 
folgenden PCR-Zyklus wieder an komplementaren Primersequenzen binden. Dies ist in 
Abschnitt T dargestellt. 

Der in Abschnitt "C" dargestellte plusstrangige Matrizenstrang enthalt als Produkt des ersten 
Amplifikationszyklus an seinem S'-Ende Sequenzabschnitte, die von einem PCR-Primer 
stammen und Teile der RestriktionsschnittsteUe beinhalten. Bis zu diesen Basen wird der 
komplementare Minusstrang der Zielsequenz in diesem Beispielzyklus zum Doppelstrang 
vervollstandigt Wichtig ist es hierbei, daB in der PCR eine DNA-Polymerase verwendet wird, 
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die keine zusatzlichen Nukleotide, meist einen Adenosinrest, am 3'-Ende des neu 
synthetisierten Strangs anfugt, es sei denn, genau diese Base entspricht der zur 
Vervollstandigung der Restriktionsschnittstelle erforderlichen Sequenz. 

In Abschnitt "D" ist beispielhaft dargestellt, wie der in Abschnitt "C" synthetisierte 
Minusstrang wiederum als Matrize fur die emeute Plusstrangsynthese dienen kann. Der 
Minusstrang enthalt bereits an beiden Enden von PCR-Primern stammende Sequenzabschnitte. 
Nach Bindung an die zielsequenzspezifische Domane am 3*-Ende eines plusstrangjgen PCR- 
Primers kann sein eigenes 3'-Ende entlang der Primersequenz verlangert werden (nach links 
gerichtete Pfeile), wahrend gleichzeitig die Synthese des neuen Plusstranges stattfindet (Pfeil 
nach rechts). Hierdurch wird die zuvor nur partiell vorhandene Restriktionschnittsielle 
regeneriert. Das Produkt dieses PCR-Laufs kann auch ohne die AusbUdung einer 
Haarnadelstruktur innerhalb des Primers abgespalten werden. Die AusbUdung einer 
Restriktionsschnittstelle innerhalb der PCR-Primer durch Ausbildung einer Haarnadelstruktur 
infolge spezifischer Bindung an die Zielsequenz stellt somit sicher, daB eine Abspaltung der neu 
synthetisierten PCR-Produkte auch ablaufen kann, sofern die Neusynthese an der nativen 
Ausgangs-DNA (Abschnitt "B") oder am Produkt einer ersten Amplifikationsreaktion erfolgt 
(Abschnitt "C"). Alle weiteren Amplifikationsprodukte enthalten an beiden Enden bereits von 
PCR-Primern stammende Teilsequenzen, die linear zu vollstandigen Restriktionsschnittstellen 
verlangert werden kdnnen (Abschnitt "D")- 

Der dargestellte Reaktionsablauf setzt voraus, daB die zu amplifizierende Zielsequenz nicht die 
gleichen Restriktionsschnittstellen enthalt, wie sie innerhalb der PCR-Primer verwendet 
werden. Durch Verwendung selten schneidender Restriktionsenzyme treten hierdurch keine 
wesentlichen Beschrankungen auf. 

Die Trap Release Primer Amplifikation (TRAmp) erlaubt es in multiplex-PCR Ansatzen die 
Zahl der gleichzeitig detektierbaren Zielsequenzen zu erhohen, da unerwunschte Primer- 
Primer-Wechselwirkungen weitgehend ausgeschaltet werden. Die zur Amplifikation und 
Freisetzung der Produkte zumindest wahrend der ersten Amplifikationszyklen erforderliche 
Bindung an 2 spezifische Sequenzabschnitte eines jeden Primers erhoht die Spezifitat der 
Reaktion. Weiterhin kann eine groBe Zahl von PCR-Primern vorgefertigt an eine Festphase 
gekoppelt werden. Werden die Primer dabei an ein ReaktionsgefaB oder eine zur Reaktion 
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zuzugebende Matrize gekoppelt, so werden multiplex-Reaktionen wesentlich vereinfacht, da 
die zur Zusammenstellung der Primerkombinationen erfoiderlichen Pipettierschritte entfellen. 
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1. Verfahren zur Detektion von Nukleinsauren unter Verwendung festphasengebundener 
Primer, die durch Bindung an ihre spezifische Zielsequenz eine Konformationsanderung 
erfahren, die die selektive Abspaltung der Produkte einer zyklischen AmpUfikationsreaktion 
ermoglicht (Trap Release Primer Amplification (TRAmp)), umfassend die Schritte 

i) Bereitstellen von zu amplifizierenden Nukleinsauren, 

ii) Durtfifuhrung der Amplifikationsreaktion unter Verwendung von 
mindestens 2 Primern, von denen mindestens einer an eine Festphase gekoppelt ist, 

iii) Generierung einer Spaltstelle innerhalb der festphasengebundenen Primer durch eine 
Konformationsanderung infolge der Bindung an die primerspezifische Zielsequenz, 

iv) Freisetzung der Reaktionsprodukte in die wassrige Phase durch Spaltung innerhalb der 
durch Konformationsanderung in iii) generierten Spaltstelle z.B. mit Hilfe eines 
Restriktionsenzyms, 

v) Detektieien der in ii) gebildeten Amplifikationsprodukte iiber fluoreszenzoptische, 
radioaktive, chemische, chromatographische oder jegliche andere Verfahren zur Detektion von 
Nukleinsauren, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

a) mindestens einer der fur die Amplifikationsreaktion eingesetzten Primer in 

5 4 -3'-Richtung folgende Elemente umfasst: Festphasenkopplungsstelle, einen ersten 
fur die Zielsequenz spezifischen Abschnitt, eine durch Konformationsanderung 
generieibare Schnittstelle, eine fakultativ vorhandene Sequenz, die der 
Produktdetektion, Re-Amplifikation in einer nachgeschalteten konventionellen 
PCR-Reaktion (nested-PCR), als Primerbindungsstelle fur eine Sequenzrcaktion 
Oder weiteren Funktionen dienen kann, fakultative weitere Sequenzabschnitte, die 
der Stabilisierung der doppelstrangspezifischen Schnittstelle dienen und eine zweite 
fur die zu amplifizierende Nukleinsaure spezifische Sequenz, 
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b) daB neu synthetisierte DNA-Molekule noch wahrend der Neusynthese oder nach 
den PCR-Amplifikationszyklen durch Abspaltung mit einem Restriktionsenzym in 
die wassrige Phase uberfuhrt werden. 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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